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Biomateriau a base de collagene et ses applications. 

La presente invention concerne un biomateriau a base 
de collagene et des applications de celui-ci. 

Au cours des vingt dernieres annees, des progres 
majeurs ont ete realises dans le domaine de la culture de 
5 cellules epidermiques . Ces progres ont permis la culture 
d'un nombre croissant de cellules (references 
bibliographiques 1 et 2) et ont fourni des indications 
importantes sur les facteurs regulant la croissance et la 
differenciation terminale de l'epiderme. Differents systemes 
10 ont ete developpes qui permettent de moduler a la fois la 
croissance et la differenciation (2, 3, 4). Afin d'etudier 
davantage la regulation de ces phenomenes biologiques dans 
le dessein d'etudier les interactions derme-epiderme et de 
reconstituer un tissu analogue a la peau, on a cultive des 
15 cellules sur des substituts dermiques plus ou moins complexe 
(references 5 a 13). Du fait de la faible capacite de 
fixation des kerat inocytes sur le substitut dermique, la 
formation de la membrane basale in vitro a fait l'objet de 
nombreux travaux. Les seuls resultats publies au sujet de la 
20 reconstitution d'une membrane basale presque complete par 
des kerat inocytes humains disperses en culture sur du 
collagene ont fait etat de cultures de longue duree (40 a 60 
jours) (14, 15). Des auteurs ont rapporte le role du 
collagene de type IV dans la culture des kerat i nocytes (22, 
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23, 24) . 

Par ailleurs, on a deja realise ( EP-A-0 . 357 . 755 ) un 
patch de chirurgie viscerale forme de deux couches de 
collagene superposees et associees intimement, a savoir une 
5 couche poreuse de collagene fibreux et uh film de collagene, 
le collagene pouvant notamment etre de type III + I ou de 
type IV. 

La presente invention a pour object if de fournir un 
biomateriau comportant des cellules epidermiques 

10 diff erenciees et notamment un biomateriau de ce type dont la 
structure se rapproche sensiblement de celle de la peau. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir un 
biomateriau utile en pharmacologi e , toxicologie et 
cosmetologie et/ou pour la protection de plaies, brulures ou 

15 la cicatrisation. 

La deposante a trouve de fagon surprenante qu'une 
matrice de collagene de type IV permettait la culture de 
cellules epidermiques, notamment de kerat inocytes , en jouant 
le role d'un support ou substitut dermique et d'obtenir tres 

20 rapidement un biomateriau dont la structure generale est 
proche de celle de la peau avec , notamment, formation de ce 
qu'on peut assimiler a une membrane basale et de cellules 
cornees . 

L' invention a done pour objet un biomateriau a base 
25 de collagene, comportant, intimement associes, un support ou 
substitut dermique a base de collagene de type IV et un 
epithelium epidermique a cellules di ff erenciees obtenu par 
culture de cellules epidermiques sur ledit support ou 
subst i tut . 

30 De fagon avantageuse, le support ou substitut 

dermique peut comporter en outre une sous-couche de 
collagene de type I + III sous la forme d'un treillis 
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15 



poreux . 

Les collagenes mis en oeuvre peuvent etre reticules 
ou natifs ou peuvent etre un melange approprie de collagene 
natif et de collagene reticule. 

Le collagene de type IV peut etre notamment d'origine 
placentaire et prepare selon le brevet EP-A-0 . 2 14 . 035 . 

De preference, les cellules epidermiques de 
colonisation sont des kerat i nocy tes , notamment des 
keratinocytes humains normaux d'adulte (KHNA). 

L' epithelium de ce biomateriau presente notamment les 

caracteristiques suivantes : 

a) a partir de 6 jours de culture, une bonne 
reconstitution des structures d'ancrage au niveau de la 
jonction dermo-epidermique : nombreux hemidesmosomes bien 
individualises (plaque d'ancrage avec tonof i laments s'y 
inserant, plaque dense sous-basale, filaments d'ancrage) et 
une deposition en bande , reguliere, de materiel 
extracellulaire entre la surface du collagene de type IV et 
la membrane plasmique ressemblant a une lamina densa . 

b) 3 compart iments cellulaires : 

- une assise de cellules basales, 

- plusieurs assises de cellules intermediates re- 
liees entre el les par des desmosomes , contenant des grains 
de keratohyaline pour les plus superf iciel les d'entre elles, 

25 - un stratum corneum. 

L' invention a egalement pour objet 1 1 appl ication de 
ce biomateriau a des tests Pharmacol ogique , toxicologique ou 
cosmetologique. notamment sous forme d'un kit devaluation 
in vitro. 

L' invention a encore pour objet 1 'application de ce 
biomateriau a la protection/cicatrisation de plaies et 



20 



30 
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brulures ♦ 

L' invention va etre maintenant decrite plus en detail 
a l'aide d'un procede de preparation d'un biomateriau selon 
I 1 invention et d'essais in vitro et in vivo. 
5 Preparation des col 1 aaenes . 

La preparation du collagene IV, natif ou oxyde, est 
realisee suivant le procede deer it dans le brevet 
EP-A-O. 214 .035. 

Les collagenes de type I et III peuvent etre prepares 
10 selon tout procede connu. 

Preparation du subst i tut dermigue . 

Le subst i tut dermique comporte des collagenes de type 
I + III oxydes et lyophilises, recouverts par une couche 
d'un melange de collagene de type IV et de collagene de type 

15 IV oxyde. Pour la preparation du subst i tut dermique, on a 
ajoute une solution d'acide periodique (concentration finale 
0,002 M) a une solution a 10 mg/ml de collagenes de type I 
et de type III dans de I'acide hydrochlorique 0,01 N. Les 
collagenes oxydes ont ete recuperes par precipitation au 

20 phosphate (Na 2 .HP0 4 ). Le precipite a ete lave plusieurs fois 
avec un tampon phosphate (Na 2 HP0 4 ) et recupere par 
filtration sur une toile de Nylon. Le produit obtenu a ete 
mis sous forme de feuilles, lyophilise et comprime. 
L'oxydation induite par I'acide periodique conduit a la 

25 formation d'une matrice de collagene reticule (brevet 
US-4.931.546) . 

On a realise une solution de collagene oxyde de type 
IV (IVox) en ajoutant de l ! acide periodique (concentration 
finale 0,02 M) a une solution a 20 mg/ml de collagene de 

30 type IV dans de l f acide hydrochlorique 0,01 N. Apres 2 
heures d 1 incubation , le collagene de type IVox a ete dialyse 
contre de I'acide hydrochlorique 0,0 1 N. 
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Un melange forme de 10 mg/ml d'une preparation de 
collagene de type IV et de 10 mg/ml d'une preparation de 
collagene de type IV oxyde (4:1) (IV/IVox) a ete depose a la 
surface de 1 ' eponge de collagene de type I + III, puis a ete 
5 seche. La sterilisation du substitut dermique a ete realisee 
par irradiation gamma (25 kgray). 

Cul ture de KHNA ( kerat i nocy tes humains normaux 
d'adul te) . 

On a prepare des suspensions de cellules epidermiques 

10 humaines par des procedes standards de trypsination a partir 
d 1 echant i 1 Ions de peau d'adultes normaux preleves lors 
d'operations de chirurgie plastique. Les cellules ont ete 
propagees sur des couches de cellules nourricieres 3T3 
gamma- irradi ees , selon le procede de H. Green (1). 

15 Le milieu de culture etait le DMEM (Gibco 

Laboratories, Grand Island, NY, USA) et HAM F12 (Gibco) 
(3:1) supplements avec 10 % de serum de veau foetal 
(Boehringer Mannheim, Meylan, France), 1,8. 10~ 4 M d'adenine, 
5 /jg/ml d'insuline, 2.10" 9 M de triiodothyronine, 5 Mg/ml de 

20 transf err ine , 0,4 pg/ml d ' hydrocor t i sone , 10~ 10 M de toxine 
cholerique et 10 ng/ml de facteur de croissance epidermique, 
tous obtenus de SIGMA, USA (milieu complet). A confluence, 
les keratynocy tes ont ete trypsines et stockes dans de 
l 1 azote liquide. Des echantillons circulaires de substitut 

25 dermique, de 1 , 6 cm de diametre, ont ete places dans des 
plaques de culture a 24 puits (Falcon) et ont ete comprimes 
pour adherer a la matiere plastique. Des kerat inocy tes en 
suspension ont ete ensemences directement sur ces 
echantillons et mis en contact d'un milieu de culture (on a 

30 ensemence 5.10* cellules par cm z de fagon a obtenir la 
confluence en 4 jours). Les cultures ont ete incubees a 37°C 
en atmosphere a 5 % de C0 7 et le milieu de culture a ete 
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change tous les deux jours. Lorsque la confluence des 
cellules epidermiques a ete atteinte, on a retire le 
substitut de peau obtenu pour un examen sous microscope ou 
pour transplantation chez la souris. Des substituts 
5 dermiques ont ete places, 5 jours apres mise sur plaque, sur 
des grilles en acier de fagon a amener la culture de 
keratynocytes a 1 ' interface air-liquide. Les cellules sont 
ensuite exposees a l'air et alimentees a travers le 
subst i tut derm i que. 

10 La partie superieure du substitut dermique est une 

couche de collagene de type IV-IVox. Pour etudier la 
capacite du biomateriau a permettre la croissance de 
cellules epidermiques, on a cultive des KHNA sur une couche 
transparente analogue de collagene IV-IVox real i see sur des 

15 plaques a 6 puits, de fagon a permettre une observation 
microscopique directe. Les cellules ont ete ensemencees en 
suspension sur les couches dans un milieu compiet ou dans un 
milieu sans serum. Le milieu sans serum etait du DMEM et du 
HAM F12 (1:1) (Gibco) supplements avec 0,5 ^g/ml 

20 d' hydrocortisone, 5 Mg/ml d'insuline, 3.10~ 8 M de selenite 
(SIGMA), 5 jjg/ml de transf err ine, 1 mg/ml d^lbumine 
(Institut Merieux, Lyon, France), 5 Mg/ml de fibronectine 
(Institut Merieux). De fortes densites d 1 ensemencement , 10 5 , 
5.10 4 , 3. 10 4 eel lules/cm 2 , ont ete testees dans un milieu 

25 compiet et une faible densite d 1 ensemencement , 8.10 3 
cellules/cm , dans du milieu sans serum. 

Pi f f erenciat ion des eel lules epidermiques . 
Pour 1 'histologie, les echanti lions ont ete fixes 
dans un milieu de fixation de Bouin, deshydrates dans 

30 l'alcool et enrobes de paraffine et de methacrylate . Des 
coupes ont ete colorees avec de 1 ' HES 

(hematoxyl i ne-eos i ne-saf ran ) . Des etudes d' immunohi s tochimie 
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ont ete realisees sur des coupes deparaf f inees ou congelees, 
en utilisant une technique a 1 'avidine-biotine-phosphatase 
alcaline ou par immunofluorescence indirecte. 

La dif ferenciation epidermique a ete etudiee en 
5 utilisant 3 anticorps monoclonaux : anticorps ant i -kerat ine 
KL1 (Immunotech, Marseille, France) ; AKH1, un anticorps 
monoclonal centre la prof i laggrine/f i laggrine humaine 
(Biomedical Tech. Inc., Soughton, USA), et un anticorps 
polyclonal de lapin contre 1 ' involucr ine (Biomedical Tech.). 
10 On a utilise un anticorps monoclonal de souris contre la 
microglobul ine beta-2 (Immunotech) comme marqueur d'antigene 
humain de classe I (16 et 17). 

Pour la microscopie electronique par transmission, 
des echanti lions ont ete fixes dans 1 % de glutaraldehyde , 
15 0,5 % de paraformaldehyde, 0,1 M de tampon phosphate, 
prefixe dans 1 % de tetroxyde d' osmium, deshydrate dans de 
l'alcool et enrobe dans un milieu epoxy. Des coupes 
ultrafines sont observees et photographiees avec un 
microscope electronique a transmission JEOL 1200 EX (18). 
20 Transplantat ion a une sour i s athvmiaue . 

La technique de greffage est issue de celle decrite 
precedemment dans la reference bibl iographique 19. En bref , 
17 souris athymiques congeni talement (Swiss nu/nu, Iffa 
Credo, Lyon, France) (agees de 6 a 10 semaines) ont ete 
25 anesthesiees a l'aide de pentobarbital de sodium, et un 
siege de greffe circulaire, de 1,5 cm de diametre, a ete 
prepare sur la face dorso-laterale de chaque animal en 
retirant delicatement l'epiderme et le derme , tout en 
laissant le tissu de vascularisation sur la fascia. 
30 Le greffon, dont les bords sont places sous la peau 

adjacente de la souris, est recouvert d'une gaze impregnee 
de vaseline et d'une capsule en matiere plastique (pour 4 
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scmris sur 17) maintenue en place par 4 sutures croisees et 
protegee par un bandage. Pour 7 autres souris, les capsules 
en matiere plastique sont omises et les greffons sont 
maintenus en place par un bandage compressif. En variante, 
5 pour les 6 souris restantes, les capsules en matiere 
plastique sont remplacees par une chambre de transplantation 
en silicone (Renner GmbH, Darmstadt, RFA) qui a ete placee 
sur le greffon et qui est maintenue en place par des clips 
de 9 mm. Apres 14 , 20 ou 30 jours, le bandage, la capsule et 
10 la gaze ont ete retires et les greffons ont ete excises 
chirurgicalement et prepares pour la microscopie optique ou 
electronique. 

Etude de j_a membrane basale . 

La formation de la membrane basale a ete etudiee par 
15 immunofluorescence indirecte sur des coupes congelees et par 
microscopie electronique a transmission. 

On a utilise l'anticorps a la laminine (Institut 
Pasteur), l'anticorps au collagene de type IV (Institut 
Pasteur) ou l'anticorps monoclonal de souris au collagene 
20 humain de type IV ( HEYL ) et le serum de patients atteints de 
Bullous Pemphigoid (BP) pour detecter les trois composants 
de la jonction derme-epiderme. 
RE5ULTATS 

lie subst i tut derm i que . 
25 Le subst i tut dermique est forme d'une couche poreuse 

(diametre des pores : 50 a 100 microns) et fibreuse de 
collagene de type I et III, de 400 microns d'epaisseur, 
recouverte d'une couche dense de collagene de type IV/IVox 
de 10 a 20 microns d'epaisseur. 
30 Lorsqu'il est recouvert d ' epi thel ium mul t icouches , le 

substitut peut etre facilement manipule sans support. 

Par immunofluorescence indirecte, l'anticorps au 
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collagene de type IV met en evidence une fine couche a la 
surface de la couche de type I + III et de fins filaments 
inclus dans la couche de type I + III montrant que le 
collagene de type IV/IVox a legerement penetre dans la 
5 couche de type I + III. 

Croissance et di ff erenciat ion in vitro des KHNA- 
Les KHNA se fixent rapidement au collagene, 
s'etendent et se divisent pour former un epithelium 

confluent. La confluence est obtenue en 3, 4 et 5 jours 

5 4 4 

10 lorsque 1 1 on ensemence respect ivement 10 , 5.10 et 3.10 

cellules/cm 2 . Dans un milieu de culture sans serum, une 
densite d 1 ensemencement de 8. 10 3 cellules/cm 2 permet une 
confluence en 13 jours. 

Par des methodes hi stologiques et par microscopie 

15 electronique, on voit que la di ff erenciat ion des cellules 
epidermiques se produit entre le 6eme et le 25eme jours 
apres mise en culture. L'examen histologique apres 14 jours 
de culture montre une feuille epitheliale multicouches 
formee d'une couche de cellules basales bien organisee et de 

20 plusieurs couches de cellules suprabasales comportant plus 
de cellules aplaties et anucleees. Des grains de 
keratohyal ine clairsemes sont observes dans le cytoplasme 
des cellules en dessous des couches de cellules anucleees. 
Lorsque les cultures sont exposees a l'air, on observe une 

25 couche cornee epaisse. On observe occasionnel lement une 
parakeratose . 

Au jour 6, une couche de cellules basales composee de 
petites cellules cubiques comportant un noyau distinct, des 
organites cytoplasmiques , des filaments intermediates et 
30 des tonofi laments , peut etre vue au microscope electronique. 
Cette couche est recouverte de couches suprabasales formees 
de cellules plus allongees contenant de nombreux organites 
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et filaments intermediaires mais pas de grains de 
keratohyal ine . La stratification augmente ensuite avec l'age 
de la culture. Les couches de cellules sont etroitement 
associes avec des desmosomes bien structures et des espaces 
5 inter-cel lulaires etroits. Les grains de keratohyal ine sont 
clairsemes, ont une forme arrondie et s'observent dans les 
couches de cellules intermediaires superieures. Ensuite, la 
stratification n'augmente pas de fagon significative mais on 
peut observer des cellules anucleees et un peu desguamantes . 

10 Dif f erenciat ion in vivo des kerat inocytes . 

On observe un epiderme bien stratife seulement dans 
le cas ou les greffons ont ete maintenus dans des chambres 
de greffons en matiere plastigue ou en silicone inhibant la 
migration des cellules epidermiques murines. Au jour 14, la 

15 couche de. collagene I + III du substitut dermique commence a 
etre infiltree par des cellules inf lammatoires et des 
f ibroblastes. Au jour 30, les fibres de collagene de type I 
+ III ne se presentent que par endroits, colonisees par de 
nombreux f ibroblastes et quelques cellules mononucleaires . 

20 La degradation de la couche de collagene de type I + III 
conduit de fagon heterogene a des fibres de collagene 
presque intactes dans certaines regions ou a un tissu 
reorganise contenant entre autres des fibres de collagene 
humain eparpillees. La couche de collagene de type IV/IVox 

25 reste sensiblement intacte et non infiltree. Le collagene de 
type IV/IVox semble done resistant a la degradation dans ces 
conditions occlusives. Lorsque le substitut dermique est 
greffe dans des conditions non occlusives, sa degradation 
est plus rapide. Apres la greffe, 1' epithelium developpe a 

30 la fois une couche granulaire et une couche cornee dans les 
deux semaines. L 1 epiderme greffe n'est pas hypertrophique 
comme cela est communement decrit dans le cas d r epithelium 
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de culture ou de substitut de peau greffes (20 et 21). 

Deux semaines apres la greffe, on observe de nombreux 
grains de keratohyal ine dans la couche viable superieure et 
un stratum corneum avec une faible or thokeratose . Au jour 
5 20, la microglobul ine beta-2 est exprimee dans la couche de 
cellules basales et, de fagon faible, dans quelques couches 
suprabasales. Au jour 30, les couches de cellules basales et 
de cellules suprabasales sont fortement marquees. 

Au jour 14, la coloration obtenue avec 1'anticorps 
10 KL1 a ete observee pour toutes les couches epidermiques . La 
couche de cellules basales commence a etre part iel lement 
negative au jour 20. Le marquage prof i 1 aggr i ne/ f i 1 aggr i ne 
est limite a la couche granulaire, comme on 1« observe pour 
la peau humaine normale. L'expression d ' involucr ine se 
15 produit en position suprabasale aux jours 14, 20 et 30. 
Neanmoins, aux jours 30 et 55, cette expression est 
largement limitee aux couches intermediaires et superieures 
de Malpighi, et aux couches granulaires au jour 30. 
Etude de la ionct ion derme-epiderme . 

20 III vi tro : 

La microscopie electronique montre de nombreuses 
structures du type hemidesmosome a la jonction entre la 
couche de collagene de type IV/IVox et les cellules basales 
ainsi qu'au jour 6 apres mise en culture. La jonction 

25 derme-epiderme est iineaire, sans cretes. On observe une 
plaque intracel lul ai re opaque aux electrons le long de la 
membrane de cellules basales dans laquelle s' inserent des 
filaments intermediaires et une couche dense subbasale. On 
peut distinguer des filaments d'ancrage. La surface du film 

30 apparait comme une ligne dense et une bande opaque aux 
electrons ressemblant a une lamina densa semble la 
recouvrir. Cela ressemble a une jonction epiderme-derme dans 
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la peau d'un foetus humain a un stade intermediate du 
developpement . 

Par immunofluorescence, l'antigene BP est exprime a 
partie du 6eme jour de culture tandis que la laminine qui 
5 n'etait pas detectable a ce stade peut 1 1 etre a partir du 
12eme jour. Les deux marqueurs antigeniques s'observent sur 
la face basale des cellules basales sous forme d'une 
fluorescence discontinue. La reaction d 1 immunofluorescence 
utilisant 1' an ti corps au collagene de type IV montre une 
10 fluorescence sur toute l'epaisseur de la couche de collagene 
de type IV/IVox. 

In vivo : 

Aux jours 30 et 55 apres la transplantation, la 
structure fine de la membrane basale est plus nette qu'en 

15 culture in vitro puisque le collagene IV/IVox apparait moins 
dense. De nombreux hemidesmosomes bien differencies et une 
lamina densa sont mis en evidence. Dans certaines regions, 
la couche de collagene de type IV/IVox semble part i el lement 
degradee par les cellules epidermiques . Dans ces regions, au 

20 30eme jour, des filaments d'ancrage peuvent apparaitre sous 
la lamina densa. Au 55eme jour, le tissu conjonctif sous la 
lamina densa est mieux organise et les filaments d'ancrage 
sont bien structures. En microscopie optique, la jonction 
derme-epiderme apparait legerement ondulee et, en 

25 microscopie el ectronique , l f interface derme-epiderme des 
cellules basales forme une membrane plasmique ondulee dans 
sa partie basale. 

La qualite de l'epiderme obtenu permet d'appliquer le 
materiau aux tests devaluation toxi col ogiques , 

30 Pharmacol ogiques , et cosmetologiques , selon les procedures 
usuelles pratiquees sur des biopsies de peau humaine et 
animal e. 
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REVENDICATIONS. 

1. Biomateriau a base de collaaene, caracterise en ce 
qu'il comporte, intimement associes, un support ou substitut 
dermique a base de coilagene de type IV et un epithelium 

5 epidermique a cellules di f f f erenciees obtenu par culture de 
cellules epidermiques sur ledit support ou substitut 
dermique . 

2. Biomateriau selon la revend i cat i on 1, caracterise 
en ce que le support ou substitut dermique comporte en outre 

10 une sous-couche d'au mo ins un autre type de coilagene. 

3. Biomateriau selon la revendi ca t i on 2, caracterise 
en ce que ladite sous-couche comporte des collagenes des 
types I et III. 

4. Biomateriau selon Tune quelconque des 
L5 revendicat ions 1 a 3, caracterise en ce que les cellules 

epidermiques sont des kerat inocytes . 

5. Biomateriau selon 1 1 une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que les collagenes 
sont des collagenes natifs ou reticules ou des melanges de 

20 coilagene natif et de coilagene reticule. 

6. Application du biomateriau selon 1 * une quelconque 
des revendications 1 a 5 dans un test devaluation in vitro 
en toxicologie, pharmacolocrie ou cosmetologi e . 

7. Biomateriau de protection des plaies et brulures 
25 ou formant agent de cicatrisation, selon 1 * une quelconque 

des revendications 1 a 5. 
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